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【背景】 
多発性骨髄腫 (multiple myeloma; MM)は B細胞の最終分化段階である形質細胞の単
クローン性異常増殖を特徴とする造血器腫瘍である。造血器腫瘍の中でMMの占める
割合は約 13%と言われており、悪性リンパ腫に次いで 2番目に患者数の多い疾患であ
る。MMの患者背景の特徴に年齢があり、患者の約 3分の 2が 65歳以上の高齢者であ
る。MMの呈する症状は多岐に渡り、貧血、悪性化した形質細胞が産生するMタンパ
クの増加に伴う腎障害、アミロイドーシス、破骨細胞の活性化と骨芽細胞の機能低下
を原因とする融解性骨病変及び高カルシウム血症、易感染性等が挙げられる。このよ
うに患者が高齢である点と様々な症状を伴って病態が進行していくために患者の
Quality of Life (QoL)が低下することもMMの特徴の一つである。 
現在、MMに対する治療薬は Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib等のプロテアソーム
阻害薬 (Proteasome inhbitors; PIs)と Thalidomide, Lenalidomide, Pomalidomide等の免疫調
節薬 (Immunomodulatory drugs; IMiDs)の 2つが中心に用いられる。そのなかでも、後
者の IMiDsは経口投与で用いられることから、難治再発例のみならず未治療例の寛解
導入療法や維持療法まで幅広く用いられている。しかし、IMiDsには臨床上 2つの重
大な問題点が存在する。1点目として催奇形性が懸念される点、2点目として、総称し
てハイリスク染色体異常と呼ばれる 4番染色体と 14番染色体の転座 (t(4;14))、17番染
色体の欠失 (del17p13)、14番染色体と 16番染色体の転座 (t(14;16))、1番染色体の増
幅 (+1q21)を有するMM患者の予後は IMiDsを使用しても依然として不良のままであ
る点である。 
そこで、私達の研究グループは催奇形性を有さず、既存の IMiDsに対して抵抗性を
示すMMにも有効である新規MM治療薬の開発を目指し、IMiDsの催奇形性に関与す
るタンパク質の Celebron (CRBN)との結合に寄与しない phthalimide構造をもとに構造
展開、スクリーニングを行い、TC11を見出した。TC11はハイリスク染色体異常を有
するMM細胞に対して in vitro, in vivoにおいて顕著に細胞増殖を抑制するだけでな
く、破骨細胞の分化や機能を抑制することから、MMの QoL低下の原因の一つである
骨病変の改善効果も期待される。そして、in vitro virus法を用いた検討により、TC11
の結合タンパク質として α-tubulinと nicleophosmin-1 (NPM1)が同定された。しかし、
TC11は水溶液に対する溶解性が低く (2 mg/100 mL Tris-HCl)、マウスに腹腔内投与を
行った際の最高血中濃度 (Cmax)が低く、血中濃度半減期 (t1/2)が短いという問題点があ
  
った。 
 
そこで本研究では TC11の水溶性の低さを解決し、薬物動態を改善するために、水
溶性の高い polyethylene glycol (PEG)をエステル結合により TC11に導入した PEG(E)-
TC11を新たに合成し評価を行った。 
 
【方法】 
高速液体クロマトグラフィー (High performance liquid chromatography; HPLC)を用い
た水溶性評価 
TC11, PEG(E)-TC11, PEG(E)-TC11の代謝活性体である HOEtO-TC11の飽和水溶液を作
成し、飽和濃度を HPLCにより測定した。 
 
細胞増殖抑制能評価 
TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11の各種MM細胞株に対する増殖抑制能を検討するた
めにMTT法を用いて評価した。 
 
アポトーシス誘導能評価 
PEG(E)-TC11の細胞増殖抑制能がアポトーシスの誘導によるものであることを flow 
cytometryとWestern blotにより判別した。 
 
SCID xenograftモデルを用いた細胞増殖速度抑制能の評価 
ハイリスクMM細胞株の KMS11による皮下 xenograftモデルマウスを用いて、in vivo
における PEG(E)-TC11の増殖遅延効果の評価を行った。摘出した腫瘍について免疫組
織化学を含む病理組織学的検討を行った。 
 
血中動態評価 
健常 ICRマウスを用いて、TC11, PEG(E)-TC11単回腹腔内投与時の血中濃度推移を
HPLCにより測定した。 
 
細胞周期に与える影響の評価 
PEG(E)-TC11のアポトーシス誘導メカニズムを解明するために、flow cytometryを用い
て細胞周期の測定を行った。 
 
細胞内薬物含有量評価 
TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11の細胞内薬物含有量を HPLCにより測定した。 
 
  
α-tubulin, NPM1に与える影響の検討 
TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11による α-tubulinの重合、脱重合への作用は、薬剤処
理後の細胞を 0.5% hypotonic bufferにより可溶性画分と難溶性画分に分けてそれぞれ
Western blotにより検討した。NPM1の発現、リン酸化の影響についてWestern blotに
より検討した。 
 
CRBNとの結合能評価 
TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11, Thalidomide, Lenalidomideと CRBNとの結合能につ
いて、BIACOREを用いて結合解離定数 (KD値)を測定した。 
 
【結果】 
まず、PEGを導入することにより水溶性が改善したかを検討するために TC11, 
PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11の飽和水溶液を作成し、HPLCを用いて飽和濃度を測定し
た。TC11は 100 mM Tris-HCl (pH 7.5) 100 mLに対しわずか 2 mgしか溶解しなかった
のに対し、PEG(E)-TC11は 8894 mg、HOEtO-TC11は 27 mgとそれぞれ約 4000倍、13
倍の水溶性を示した。 
次に PEGの導入により TC11の細胞増殖抑制能に影響を及ぼしていないかを確認す
るためにMTT法を用いて検討を行った。ハイリスク染色体異常を有する 6種類のMM
細胞株と有さない 2種類のMM細胞株を、TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11で 48時間
処理したところ、濃度依存的に細胞増殖を抑制していることが確認された。興味深い
ことにほとんどの細胞株において 3μMの PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11は同濃度の TC11
に比べより強く細胞増殖を抑制していた。 
次に PEG(E)-TC11がアポトーシスを誘導するかを検討するために flow cytometryを
用いた Annexin V陽性細胞の検出とWestern blotを用いた Poly (ADP-ribose) polymerase 
(PARP), Cleaved Caspase3の検出を行った。flow cytometryを用いたアポトーシス誘導の
検討では、MM細胞株MUM24を TC11, PEG(E)-TC11で処理すると、濃度及び時間依
存的に Annexin V陽性細胞の割合の増加が確認された。Western blotを用いたアポトー
シス誘導の検討においても、MM細胞株 KMS34を TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11
で処理すると、濃度依存的に PARPの減少と Cleaved Caspase3の増加が確認された。 
PEG(E)-TC11の in vivoでの腫瘍増殖抑制効果を確認するために t(4;14), del17pハイリ
スク染色体異常陽性のMM細胞株 KMS11の ICR/SCIDマウス皮下 xenograftを用いて
検討した。コントロールマウスと比較して、186 μM/kgBW の TC11および PEG(E)-
TC11を腹腔内投与したマウス群において、有意に腫瘤の増大速度が抑制された。ま
た、PEG(E)-TC11投与群においては腫瘤が完全に消失した個体も確認され、Day14に
おける腫瘍体積が TC11投与群と比較して減少している傾向が確認された。xenograft
を用いた病理組織学的検討では、HE染色において核の凝集が観察されたのに加えて、
  
免疫組織学染色で Cleaved PARP, Cleaved Caspase3, ssDNAの増加が確認され、PEG(E)-
TC11が生体条件下でもアポトーシスを誘導していることが確認された。 
健常 ICRマウスを用いて 186 μM/kgBW の TC11, PEG(E)-TC11を単回腹腔内投与時
の血中濃度推移を測定した。PEG化により Cmaxは 2.6 μMから 24.4 μMと約 8倍増加
し、t1/2は 1.4時間から 2.2時間と約 1.8倍延長していた。このことより、in vivoにおけ
る PEG(E)-TC11の高い腫瘍増大速度の抑制は血中動態が改善したことが一因であると
考えられた。 
先行研究において TC11の結合タンパク質として細胞骨格を構成するタンパク質の
一つである α-tubulinと中心体複製、細胞周期調節に関与する NPM1が同定されてい
る。これまでに in vitro, in vivoで確認された PEG(E)-TC11のアポトーシス誘導作用が
細胞周期の調節によるものではないかと考え、flow cytometryを用いて細胞周期解析を
行った。MM細胞株の KMS34, MUM24に対し、TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11を処
理したところ、濃度、時間依存的に G0/G1期の細胞分画の減少と G2/M期、sub G1期
の細胞分画が増加していることが確認された。このことより、PEG(E)-TC11は細胞周
期を G2/M期で停止させることでアポトーシスを誘導していることが示唆された。ま
た、この検討においても、PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11を処理した細胞では TC11を処
理した細胞に比べてより顕著に G2/M期細胞周期停止が確認された。 
これまでに in vitroの系で PEG(E)-TC11が TC11より強く増殖抑制および G2/M細胞
周期停止を示す理由を解明するため、PEG化により細胞内への取り込みが増加してい
るのではないかと考え、細胞内薬物量を HPLCにより測定した。しかし、KMS34を
100 μMの TC11, PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11で 1時間あるいは 3時間処理後の細胞内薬
物量は TC11が最も高く、脂溶性の高い TC11が最も細胞内へと取り込まれているとい
う結果が得られた。 
次に、PEG(E)-TC11, HOEtO-TC11が強い増殖抑制作用を示すのは結合タンパク質で
ある α-tubulin, NPM1に対し強く影響を与えるためではないかと考え、Western blotに
より tubulinと NPM1の発現を確認した。MM細胞株 KMS34を TC11, PEG(E)-TC11, 
HOEtO-TC11 3 μMで処理したところ、TC11及びその誘導体は同程度に tubulinの重合
を抑制することが確認された。 
先行研究において NPM1のリン酸化が亢進することで細胞の多極化を誘導すること
が明らかとなっている。PEG(E)-TC11は TC11に比べより顕著に NPM1のリン酸化を
亢進するのではないかと考え、中心体複製に関与する Ser4, Thr95, Thr199のリン酸化
をWestern blot法により確認した。MM細胞株の KMS34において、PEG(E)-TC11, 
HOEtO-TC11は TC11よりもより顕著に NPM1のリン酸化を亢進することが確認され
た。 
一方、現在臨床で用いられている IMiDsはその glutarimide環が CRBNと結合するこ
とで催奇形性を誘発することが知られている。PEG(E)-TC11が CRBNに結合するか検
  
討するために、BIACOREを用いて化合物-タンパク質相互作用の解析を行った。
Thalidomide, Lenalidomideは 1, 2, 10 μMと濃度依存に CRBNとの結合が増加し、その
KD値はそれぞれ 5.66×10-7, 3.65×10-6 molであった。しかし、TC11, PEG(E)-TC11, 
HOEtO-TC11は濃度を上げても CRBNとの結合は確認されなかった。 
 
【考察】 
PEG化は水溶性や薬物動態の改善によく用いられる手法である。実際に Doxorubicin
や Amphotericin Bなど、臨床の現場において幾つかの PEG化された医薬品が用いられ
ている。今回、合成、評価を行った PEG(E)-TC11は in vitroにおいてリード化合物の
TC11と比較して高いアポトーシス誘導作用を示した。また、in vivoの抗骨髄腫作用検
討においても PEG(E)-TC11投与群では TC11投与群に比べ腫瘤の増大速度がより強く
抑制されている傾向が得られている。その理由として TC11を PEG化したことによ
り、腹腔から血中への移行性が増大し、血中濃度が増加したためと考えられた。実際
に、PEG(E)-TC11投与群において、TC11投与群と比較して Cmaxが約 8倍増加し、t1/2
は約 1.8倍延長している結果が得られている。Cmaxの増加に比べて t1/2の延長が低かっ
た理由として、マウス血液中ではエステラーゼの活性が高いことが要因として考えら
れた。PEG(E)-TC11は PEGと TC11をエステル結合により繋げており、血中ではエス
テラーゼにより分子量の小さい代謝活性体の HOEtO-TC11へと分解される。このた
め、エステラーゼ活性の高いマウス血中では PEG(E)-TC11は速やかに HOEtO-TC11へ
と分解されてしまい、PEG化による血中滞留性の改善には至らなかったと考えられ
る。しかしながら、ヒト血液中のエステラーゼ活性は、マウスと比較して低いことが
知られているため、ヒトに投与した場合、PEG(E)-TC11は緩やかに分解され、長期の
t1/2が得られると考えている。 
in vitroの検討において、PEG(E)-TC11が高い細胞増殖抑制作用を示した理由とし
て、TC11と比べ結合タンパク質 NPM1のリン酸化をより強く亢進したためと考えら
れた。すなわち、NPM1はリン酸化されることで中心体複製や細胞周期の調節を行
う。また、NPM1が過剰にリン酸化されると、過剰な中心体複製が生じ、細胞の多極
化を示すことが報告されている。PEG(E)-TC11処理によって TC11処理と比較して
NPM1の過剰なリン酸化が起こり、細胞の多極化が誘導され、その結果 G2/M期細胞
周期停止を引き起こした可能性が示唆された。しかしながら、PEG(E)-TC11依存に生
じる NPM1のリン酸化がどのリン酸化キナーゼを介して亢進しているのか、PEG(E)-
TC11を処理した細胞が G2/M期細胞周期停止を起こしたのちにどのようなメカニズム
で細胞死に導かれるのかはさらなる検討が必要である。 
PEG(E)-TC11は、水溶性の向上に伴い TC11に比べてマウス生体内での薬物動態が
改善したこと、直接の腫瘍増殖抑制効果も増強したことにより、優れた抗骨髄腫作用
が認められた。PEG(E)-TC11は催奇形性に直接関連する CRBNには結合せず、ハイリ
  
スク染色体異常を有する骨髄腫細胞に欠失している p53の関与が少ない G2/M細胞周
期停止によりMM細胞をアポトーシスに導く。従って、安全性が高くハイリスク染色
体異常を有するMMにも有効な候補化合物として期待される。 
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